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摘要:文章综述了以分子印迹技术及高效液相色谱—质

谱法为原理的快速检测蜂王浆中甾体激素类成分及其含

量的 方 法.重 点 介 绍 了 液 液 萃 取 法、固 相 萃 取 法、

QuECHERS等前处理方法以及高效液相色谱—质谱法

(HPLCＧMS)、气相色谱—质谱法(GCＧMS)、放射免疫测

定法、酶联免疫吸附法等分析方法的研究进展,分析比较

了各种前处理方法及分析方法的优缺点,并对分子印迹

技术与高效液相色谱—质谱法联用检测蜂王浆中甾体激

素的可行性进行了展望.
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Abstract:Therapiddeterminationofsteroidalhormonesand

theircontentsinroyaljellybymolecularimprintingandhighperＧ

formanceliquidchromatographyＧmassspectrometry(HPLCＧMS)

wasreviewed．TheresearchprogressofliquidＧliquidextraction,

solid phase extraction, QuECHERS and other pretreatment

methods,aswellasHPLCＧMS,gaschromatographyＧmassspecＧ

trometry(GCＧMS),radioimmunoassayandenzymeＧlinkedimＧ

munosorbentassaywereintroduced．TheadvantagesanddisadＧ

vantagesofvariouspretreatmentmethodsandanalyticalmethods

wereanalyzedandcompared．Finally,thefeasibilityofusingmoＧ

lecularimprintingtechnologyand HPLCＧMStodetectsteroid

hormonesinroyaljellywasprospected．

Keywords:royaljelly;steroidhormones;preＧtreatmentmethod;

analyticalmethod

蜂王浆(RoyalJelly,RJ),又名蜂皇浆、皇浆,是工蜂

咽腺分泌的一种浆状物质[１],具有抗衰老[２－３]、调节生

育[４]、调节内分泌系统[５]等功效.在蜂王浆中除水分、蛋
白质、碳水化合物、脂类(脂肪酸)等成分外[６],还存在一

类小分子化合物甾体激素,这类化合物对人体的功能调

节具有十分重要的作用[７].

甾体激素又称类固醇激素,是一类四环脂肪烃化合

物,其母核为环戊烷多氢菲.已有研究表明在 RJ中存在

多种甾体激素,如雌二醇[８－１１]、雌三醇[８－９]、雌酮[８－９,１２]、

孕酮[１０,１２]、睾酮[１０－１１]、糖皮质激素[１３－１５]等.这些甾体激

素在胆 固 醇 和 脂 肪 酸 的 代 谢[１６－１７]、抑 制 早 期 肝 癌 发

展[１８]、降低冠心病发病率[１９]、降低子宫出血和子宫内膜

癌风险[２０－２１]等过程中起到关键作用.但甾体激素是 RJ
中的痕量激素,提取难度大,因此鲜有关于 RJ甾体激素

检测的研究报道.文章拟综述国内外关于 RJ甾体激素

检测技术的研究现状,以期为构建一种简便、快捷、准确

应用于检测 RJ甾体激素的方法提供理论支撑.

１　RJ中甾体激素检测前处理方法

目前有关 RJ中甾体激素的前处理并没有特殊方法,
以常规激素类成分前处理方法为主.激素类成分常用的

前 处 理 方 法 为:液 液 萃 取 法[２２－２３]、固 相 萃 取 法[２４]、

QuEChERS[２５－２６]、微波辅助萃取法[２７]、固相微萃取法[２８]

等,前３种方法在 RJ甾体激素的提取中应用较多.

１．１　液液萃取法

曹均等[１０]将RJ用少量水进行水解后,加入无水乙醇

萃取,可得到雌二醇、睾酮、孕酮 ３ 种甾体激素.Sidor
等[１１]将 RJ用 适 量 蒸 馏 水 溶 解 后,在 组 织 匀 浆 器 中

(１５０００r/min)匀浆２min,４ ℃下以１００００r/min离心

２０min,上清液用０．４５μm 尼龙注射器过滤,４ ℃保存.

采用液液萃取法操作简便、处理样品量大,但该法耗时较

长、有机溶剂消耗量大[２９－３０].

１．２　固相萃取法

王强[９]在提取 RJ中雌激素时,以乙酸钠溶液作为缓

冲液,乙腈、乙酸乙酯作为提取液,随后用 OasisHLB小
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醇为洗脱液,可得到雌二醇、雌三醇、雌酮等雌激素.Ma
等[１２]在研究中用固相萃取法对蜂蜜中的雌激素进行提

取,用试剂将样品溶解后在 HLB柱上上样,以乙酸甲醇

混合液淋洗,１０％甲醇—乙酸乙酯、甲醇—氨水洗脱,洗
脱液吹干后复溶,可得到雌酮、孕酮.刘素琴等[１３]采用固

相萃取法对蜂蜜中的雌激素进行提取,将 HLB柱活化上

样后,用１０％甲醇水、１０％甲醇氨水、２０％四氢呋喃水进

行淋洗,洗脱液吹干复溶,可得到雌酮、雌二醇、雌三醇、

炔雌醇、己烷雌酚和双酚 A６种雌激素.钱艳等[１４]将 RJ
经乙酸铵缓冲溶液、βＧ葡萄糖醛酸苷酶、甲醇等溶剂溶解

处理后,HLB柱吸附,适当比例甲醇、水淋洗后,甲醇洗

脱,洗脱液过氨基柱,得到氢化可的松、泼尼松、泼尼松龙

等７种糖皮质激素.固相萃取法的有机溶剂消耗少,既
可做到富集又可除杂,但该法缺乏专属性与专一性.

分子印迹技术(MIT)是固相萃取方法之一,以某一

特定的所需分子为模板分子,制备具有高选择性聚合

物[３１].Dong等[３２]将模板分子与功能单体甲基丙烯酸、

交联剂乙二醇二甲基丙烯酸及引发剂偶氮二异丁腈混合

后采用紫外光照法引发聚合,制得的分子印迹聚合物可

用于污水中的雌激素的检测.采用紫外光照法制备的分

子印迹聚合物均能够从污水、牛奶、肉制品中检测出雌激

素,且浓度范围内线性良好,可应用于实际检测中[３３－３５].

区别于其他固相萃取法,MIT 具有良好的机械强度和热

稳定性、耐酸碱性、专属性、专一性,非常适合分离富集复

杂样品中痕量成分.目前,该技术已被广泛应用于中药

研究的部分领域,主要包括中药中有效成分的提取分离、

净化富集、成分测定及活性成分筛选等方面[３６－３７].综

上,该技术可应用于 RJ中甾体激素的检测.

１．３　QuEChERS法

QuEChERS是一种以基质固相分散为基础的快速样

品处理技术,该技术操作简单,目前在农残检测中较为常

用[３８－３９].张文文[８]将 RJ溶于乙酸锌溶液以沉淀蛋白,

用适量 乙 腈、二 氯 甲 烷 萃 取 上 清 液,随 后 加 入 盐 包

Na２SO４,PSA作为净化材料去除 RJ中极性物质,以丹磺

酰氯—丙酮溶液作为衍生化试剂,得到雌二醇、雌三醇、

雌酮.李璐等[１５]采用 QuEChERS技术对蜂蜜中的糖皮

质激素进行提取.以乙腈作为提取溶剂,PSA、C１８作为固

相萃取剂,获得甲基泼尼松龙等糖皮质激素.该法回收

率高、准确度高、溶剂消耗少,但净化效果较差且缺乏专

一性.

１．４　其他方法

微波辅助萃取法具有溶剂消耗少、萃取时间短、有机

物完全分解、样品提取多等优点[４０].Hibberd等[４１]采用

该法对河流沉积物中的雌激素进行萃取,首先以甲醇为

萃取剂并进行微波加热,随后采用固相萃取法净化样品,

最后进行衍生化,成功得到雌酮、雌二醇、雌三醇.该法

需要对样品进行加热,但 RJ受热易分解,因此该法尚未

应用于 RJ前处理.

固相微萃取法比固相萃取法所需样品量更小,溶剂

消耗量更少,并且可达到集分离、浓缩、进样于一体的效

果[４２].姚键梅等[４３]通过衍生瓜环固相微萃取搅拌棒法

结合 HPLCＧUV 可检测出动物源性食品中“痕量”雌激

素.邓鑫雨等[４４]制备 MILＧ１０１(Cr)填充针头式过滤器并

结合 HPLCＧFLD对水中雌激素进行分离富集,在试验范

围内线性良好.目前微波辅助萃取法和固相微萃取法均

未见应用于 RJ中甾体激素的检测,因此可进一步研究这

两种方法应用于 RJ甾体激素检测的可能性.

综上,在 RJ前处理过程中,液液萃取法一般以乙酸

钠、乙酸铵为缓冲溶剂,乙腈为萃取剂,固相萃取法一般

选用 HLB小柱吸附,淋洗液多选用甲醇混合溶液,洗脱

液多选用甲醇—乙酸乙酯.RJ经过前处理,可获得甾体

激素,其中固相萃取法效果最佳,这是由于该法可以同时

完成样品的分离和富集,提高了检测灵敏度,缩短预处理

时间、节省溶剂且重现性好[４５].由此认为固相萃取法可

作为提取 RJ中甾体激素的前处理的最优方法.但普通

的固相萃取法仍存在缺乏专一性、回收率不高、样品损失

等问题,由此认为采用具有高专属性、高选择性的分子印

迹技术作为前处理方法,能够更好地提取富集目标化合

物,利于检测.

２　RJ中甾体激素检测分析方法

目前,甾体激素的分析检测方法包括高效液相色

谱—质谱法(HPLCＧMS)[４６－４８]、气相色谱—质谱法(GCＧ
MS)[４９－５０]、放射免疫测定法[５１]、酶联免疫吸附法[５２]等.

２．１　HPLCＧMS法

HPLCＧMS技术具有操作简便,耗时少等特点[５３].

王强[９]采 用 高 效 液 相 色 谱—四 级 杆 时 间 飞 行 质 谱 法

(HPLCＧQＧTOFMS)对RJ中的雌激素进行检测,选用 C１８

色谱柱,以甲醇和水作为流动相进行梯度洗脱,选用ESI－

作为离子源,以多反应监测模式进行质谱扫描,该方法无

衍生,最终结果显示检出限(LOD)为２．４~５．０μg/kg,定量

限(LOQ)为５．２~１０．６μg/kg,回收率为６４．５％~８６．３％.

张文文[８]通过 HPLCＧMS/MS检测 RJ中的雌激素,选用

C１８色谱柱,以０．１％甲酸水和乙腈作为流动相进行梯度洗

脱,选用ESI＋ 、ESI－ 作为离子源,以多反应监测模式进行

质谱扫描,最终结果显示 LOD 为０．０１５~０．０２０ng/kg,

LOQ为０．１ng/kg,回收率为８０．７％~１１３．０％.在实际

２３７批次 RJ样品中检测出了雌三醇、１７αＧ雌二醇、１７βＧ雌

二醇以及雌酮４种雌激素,其中１７βＧ雌二醇检出率最高.

Ma等[１２]采用超高效液相色谱—质谱法对蜂蜜中甾体激

素进行检测,色谱柱选用 C１８,以氨水及乙腈甲醇混合液
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为流动相,选用 ESI－ 为离子源,以多反应监测模式进行

质谱扫描,结果表明该方法的LOD为０．０１~０．３３μg/kg,

加样回收率为７１．２％~９９．７％.刘素琴等[１３]采用超高效

液相色谱—质谱法对蜂蜜中甾体激素进行检测,选用

ACQUITYUPLCBEHShieldRP１８作为色谱柱,以氨水

及乙腈甲醇混合液为流动相,选用 ESI－ 作为离子源,以
多反应监测模式进行质谱扫描,结果表明 LOD 和 LOQ
分别为０．０４~０．１９μg/kg和０．１５~０．６２μg/kg,６种雌激

素加标回收率为７８．５％~１１２．９％.李璐等[１５]采用超高

效液相色谱—质谱法对蜂蜜中甾体激素进行检测,选用

C１８色谱柱,以乙酸水(含０．１％)作为流动相,选用ESI＋ 作

为离子源,以多反应监测模式进行质谱扫描,结果表明

４１种糖皮质激素LOQ为０．５５~３．９０μg/kg,加样回收率

为８３．９％~１１１．２％.钱艳等[１４]采用液相色谱—质谱法

对RJ进行检测,色谱柱选用C８,流动相为乙腈和水,选用

ESI＋ 作为离子源,以多反应监测模式进行质谱扫描,结果

表明 LOD 均 为 １０μg/kg,加 样 回 收 率 为 ８４．７％ ~
１００．０％.

２．２　GCＧMS法

GCＧMS具有检测识别特异性,但需要对所检测的样

品进行衍生化,在此过程中待测样品可能出现一定量的

损失[５４].王强[９]利用 GCＧMS分析 RJ中雌激素,选用

HPＧ５MS石英毛细管色谱柱,载气为高纯 He,恒流脱气,

选用EI作为离子源,以离子监测模式进行质谱扫描,除
上述操作外,试验前需使用吡啶和衍生化试剂对目标产

物进行衍生化,结果表明 LOD 为１．８~３．３μg/kg,LOQ
为５．３~７．４μg/kg,回收率为６３．５％~７５．５％.

２．３　其他方法

放射免疫法(RIA)指利用同位素标记的抗原和未标

记的抗原与抗体发生竞争性抑制反应,从而检测生物体

内各种物质的方法.曹均等[１０]采用放射免疫法对 RJ中

３种雌激素(雌二醇、睾酮和孕酮)进行分析检测,操作如

下:取经过前处理包含待测物的上清液加入闪烁液一并

放入闪烁仪中进行测定,三者平均含量分别为 ４．１６７,

１．０８２,１．１６７μg/kg.

酶联免疫是基于抗原与抗体的特异性非放射性反应

的方法[５５].Sidor等[１１]严格使用酶联免疫(ELISA)检测

试剂盒证明了该法可测试蜂制品中睾酮和雌二醇的活

性,研究表明蜂王浆中睾酮平均含量为１．９６１μg/kg,雌二

醇 平 均 含 量 为 ２８９．９８ μg/kg. 此 外,Swart 等[５６]、

Manickum 等[５７]均采用酶联免疫吸附法检测出污水中含

有雌酮、雌二醇、雌三醇等雌激素,且检测限均到达０．２~
５．０ng/L,因此,酶联免疫法是一种有效检测雌激素的分

析方法.

在采用放射免疫法时,由于不同厂家所提供的 RIA
试剂盒准确性会出现差异,且该技术操作复杂,因此该法

不利于检测[５８].酶联免疫吸附法容易出现假阳性,导致

定量检测准确度降低.HPLCＧMS、GCＧMS等分析方法近

年来较为常用,具有高灵敏度、低检测限等优点,但甾体

激素本身具有难以挥发的特性,使用 GCＧMS法时在进样

前需要对样品进行衍生化,不仅费时费力,还会在一定程

度上造成样品损失,因此 HPLCＧMS是最适合检测 RJ甾

体激素的方法.

３　总结与展望

目前关于蜂王浆的研究较多,而甾体激素作为峰王

浆中一种“痕量”成分却鲜有人开发利用.分子印迹技术

作为前处理方法能够有效提高目标化合物富集率,高效

液相色谱—质谱作为检测手段能够更快捷、更灵敏地检

测出目标化合物.因此,以分子印迹技术与高效液相色

谱—质谱为基础,建立出一套拥有良好方法学考察结果

的分析方法或将成为接下来的研究重点.
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